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摘要 : 半 胱 氨 酸 蛋 日 酶 抑制 剂 是 具有 抑制 半 胱 氮 酸 蛋白酶 活性 的 一 类 蛋白 超 家 族 。 本 人 研究 根据 EST 序列 信息 ， 通 过 
RACE 技术 克隆 得 到 1 条 家 蝇 Musca domestica 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 抑制 剂 基因 MdCPI， 该 基因 含有 1 个 357 bp 开放 阅读 
框 ， 编 码 118 个 氨基 酸 残 基 ， 推 导 的 多 肽 N 端 17 个 氨基 酸 残 基 为 信号 肽 序列 。 同 源 分 析 表 明 ，MdCPI 氨基 酸 序列 
与 红 尾 肉 蝇 Sarcophaga crassipalpis 的 CPI 相似 性 最 高 (identity 25196) 。 以 邻接 法 (NJ) 构 建 的 系统 树 表 明 ， 家 晶 与 其 
EIGH H EE CPI 起 源 于 共同 的 祖先 ， 属 于 D5A 型 蛋 日 家 族 。 为 了 解 家 蝇 CPI 对 半 胱 氨 酸 蛋白酶 的 抑制 活性 ， 构 
££ pET-17b-MdCPI 表达 载体 ， 并 转 人 大肠 杆 菌 Escherichia coli BL21( DE3) 进行 重组 表达 。 研 究 发 现 1 pg 重组 家 晶 
CPI 能 够 抑制 约 14 pg 木瓜 蛋 日 酶 的 水 解 活性 。 结 果 表 明 MdCPI 确 属 CPI 家 族 ， 可 能 同 其 他 家 族 成 员 具 有 相似 的 功 
能 ， 参 与 免疫 及 生理 调控 。 这 些 结果 为 研究 MdCPI 在 家 蝇 体 内 作用 机 制 葛 定 了 基础 。 
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Cloning, expression and activity detection of cysteine protease inhibitor 


gene MdCPI in Musca domestica 
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University, Baoding, Hebei 071002, China) 

Abstract: The superfamily of cysteine protease inhibitor consists of proteins which can inhibit the hydrolytic 
activity of cysteine proteinases. In this study, MdCPI, a gene of cysteine protease inhibitor was cloned from 
housefly ( Musca domestica) by RACE based on dbEST information. It contains a 357 bp open reading 
frame encoding 118 amino acid residues. The deduced peptide contains a putative signal peptide of 17 
amino acids. The amino acid sequence of MdCPI showed the highest homology with that of Sarcophaga 
crassipalpis (identity 25196 ) in the homologous assay. The phylogenetic tree indicates that the CPIs from 
housefly and other dipterans have descended from a single common ancestor and belong to DSA family. To 
understand the inhibitory activity of MdCPI to cysteine protease, a prokaryotic expression vector pET-17b- 
MdCPI was constructed and then expressed in Escherichia coli BL21. The results of activity. detection 
showed that about 1 ug recombinant MdCPI could inhibit the activity of 14 ug papain. The results suggest 
that MdCPI is the member of the CPI supperfamily, and may have similar functions and be involved in 
immunological and physiological regulation. The successful cloning, expression and activity detection of 
MdCPI provided a basis for the further study on its function. 
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AE fot A R E A A i h 3f] ( cysteine protease 
inhibitor，CPI) 是 广泛 存在 于 各 种 生物 体内 的 一 类 
重 日 酶 抑制 因子 ， 能 够 与 半 胱 氨 酸 重 日 酶 发 生 可 逆 
地 苋 争 性 结合 并 抑制 其 活性 ( Rzychon and Chmiel, 


2004), CPI 最 早 在 鸡蛋 清 中 被 分 离 得 到 ， 并 被 命 
ZJ “cystatin” ( Anastasi et al., 1983) ， 迄 今 已 在 
EA JH MAE TAA AEREA 
相继 发 现 CPI 存在 ， 植 物 CPI 可 抑制 多 种 致 病 真 
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歼 、 线 虫 和 鞘翅 目 昆 虫 的 生长 ， 并 成 功 获得 大 量 转 
AED TR ER SAMER, 1998; [A] BH, 
2004); 昆虫 CPI 可 抑制 组 织 蛋 白 酶 ， 参 与 对 变态 
发 育 的 调控 (Takahashi et al., 1993; Homma et al., 
1994) ; 接种 线虫 CPI Æ H E B ah RTk E aR 
JEEE CREES, 2009), AEEA 
能 上 具有 相似 性 的 重 白 构成 了 CPI 重 日 超 家 族 。 

目前 对 哺乳 动物 CPI 功能 研究 最 多 ，CPI 主要 
EMAR EA B, H, LA SAKRA 
AATF ARE ERSBJISTE, 9E SERES 
过 程 和 免疫 调节 ， 如 参与 重 日 质 分 解 代 谢 、 细 胞 凋 
亡 、 肿 瘤 漫 润 转移 、 抗 原 呈 递 、 调 节 细 胞 因子 分 
iD. MA T 细胞 生长 分 化 等 ， 还 可 以 促进 被 干扰 
素 IFN-y 活化 的 巨 只 细胞 释放 一 氧化 氮 (NO) ， 进 
而 对 寄生 虫 产生 细胞 毒 作 用 (Manoury et al., 1998; 
Alvarez-Fernandez et al., 1999; Verdot et al., 1999; 
Schonemeyer et al., 2001; Hartmann and Lucius, 
2003), CPI BR T REE A ZUE 8] 6: VAI MF ARE 
HRR, XE REM t Ph US 2E DG ARRA E ES NES T6 
性 ， 阻 止 宿主 细胞 受 细菌 或 病毒 等 病原 体 的 感染 
(Turk et al.，2008 ) 。 尽 管 昆 虫 和 哺乳 动物 的 CPI 
可 能 具有 相似 的 功能 ， 但 相 比 哺乳 劲 物 ， 有 关 昆 虫 
CPI 的 研究 还 相对 较 少 。 进 一 步 了 解 昆 虫 CPI 的 生 
物 学 活性 和 调控 机 制 ， 将 为 研究 昆虫 生理 、 免 疫 过 
程 以 及 抗 虫害 方面 提供 新 的 途径 。 

家 蝇 Musca domestica 是 多 种 人 畜 疾 病 的 传播 媒 
介 ， 对 不 同 环境 有 极 强 的 适应 能 力 ， 在 对 抗 病菌 、 
适应 恶劣 环境 等 方面 可 作为 模式 生物 研究 其 独特 的 
调控 机 制 (Pitkin et al., 2009; Lam et al.，2010 ) 。 
而 CPI 作为 生物 体内 重要 的 调控 和 蛋白， 通过 调节 外 
源 和 内 源 半 胱 氨 酸 和 蛋 日 酶 的 水 平实 现 多 种 生理 机 
能 。 因 此 ， 本 研究 根据 EST 序列 (CenBank 登录 
号 : ES608182) 克隆 到 1 条 家 晶 CPI 基因 (CenBank 
登录 号 : GU324273), ， 此 基因 成 熟 肽 的 重组 表达 产 
WIRES KRA HEME, EPR 
家 蝇 CPI 调控 机 制 和 功能 提供 了 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 实验 材料 : KI M. domestica hg Jj 3c Us 
室 饲养 品系 ， 连 续 45 代 未 接触 农药 。 由 中 国 科 学 
院 劲 物 研 究 所 何 凤 奔 老 师 惠 赠 。 幼 虫 饲 养 温度 
25"C ， 相 对 湿度 为 50% ~ 7096, ， 饲 料 由 100 g X 
B, lg 奶粉 和 200 mL 水 拌 制 。 


1.1.2 主要 试剂 T4 DNA 连接 酶 、 限 制 性 内 切 
酶 、 重 昌 质 相对 分 子 质 量 标准 物 、 琢 脂 糖 凝 胶 
DNA 回收 试剂 盒 和 pMDIS-T 载体 均 购 自 TaKaRa 
公司 ; TRIzol Reagent I É| Invitrogen 公司 ; His 标 
签 纯 化 树脂 (Ni-NTA Resin), M-MLV 反 转 录 酶 以 
及 Taq DNA 聚合 酶 购 目 南京 金 斯 瑞 公 司 ; MEH 
MIRJE £& H B ( USP/6 000/mg) 购 目 Sigma 公司 ; 
pET-17b 质粒 由 河北 大 学 生命 科学 学 院 吴 琛 博士 
xz o 
1.2 总 RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

称 取 家 蝇 3 龄 幼虫 2 头 ， 利 用 TRIzol 试剂 提取 
总 RNA， 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 完整 性 后 ， 取 1 ug 
总 RNA， 以 AOLP [5'-GGCCACGCGTCGACTAGTA 
CT4(G/A/C)-3'] 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA(Liu et 
al., 2005 ) 。 
1.3 Zie CPI 基因 的 克隆 

按照 EST 序列 信息 设计 上 游 引 物 CPI-f(S - 
AAAATCATGAAACTTTTCGTTGTTG-3') ， 根 据 反 转 
录 引 物 AOLP 的 接头 序列 合成 下 游 引物 AP (5 
GGCCACGCGTCGACTAGTAC-33'), EJ. cDNA 为 模 
Ws, Hj CPIE 和 AP 为 引物 进行 PCR 扩 增 ，PCR Ix 
应 条 件 为 : 94C 预 变 性 4 min; 94C 变性 30 s, 
SS 退火 40 s，72% 延伸 1 min, 35 个 循环 ，72C 
延伸 5 min, PCR 产物 经 电 沪 分离， 切 胶 回收 后 连 
接 pMD18-T 载 体 ， 转 化 大 肠 杆 菌 DH5o 感受 态 细 
B. HAREM PCR 往 选 阳性 克隆 后 测序 。 
1.4 Zi CPI 基因 序列 分 析 

利用 Bioedit 软件 搜索 ORF 并 翻译 成 氨基 酸 序 
列 ， 推 导 的 氨基 酸 序 列 在 NCBI 的 蛋白质 数据库 中 
进行 Blastp 比 对 以 搜索 同 源 序 列 。 应 用 EXPASY 
Molecular Biology Server 上 的 Signal P 3.0 在 线 工 具 
对 推导 的 氨基 酸 序列 的 信号 肽 进行 分 析 。 利 用 
MEGA 4. 0 软件 对 昆虫 CPI 有 宽 基 酸 序 列 进行 多 重 比 
对 ， 并 通过 邻接 法 (NJ 法) 构建 分 子 系统 树 。 
1.5 Z CPI 基因 的 原核 表达 

根据 得 到 的 家 晶 CPI 序列 信息 设计 上 下 游 引 物 
CPI-exf 和 CPI-exr， 用 于 克隆 完整 成 熟 肽 对 应 的 核 
酸 序列 。CPI-exf 5' 问 分 别 引入 酶 切 位 点 Nhe I 和 6 
个 组 氨 酸 密码 子 (5’-GCTAGCCATCATCATCATCATC 
ATAGTCCCCCCTGTTTGGGT-3') CPLexr 5'9g5| A 
Hind W ASE (5'-AAGCTTTTACGAGCTATGTTTC 
TTG-3'), LJ cDNA 为 模板 ，CPI-exf 和 CPI-exr Jj 
引物 进行 PCR 235, PCR 反应 条 件 为 : 94C PRAE 
性 4 min; 94% 变性 30 s, 58'C 退火 40 s, 72% 延 
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伸 1 min, 30 个 循环 ，72% 延伸 5 min, PCR 产物 
经 Nhe | 和 Hind M XX SUI Je E A SR GA ALIAS pET- 
17b， 获 得 重组 表达 质粒 pET-17b-MdCPI, EE E 
化 感受 态 大 肠 杆菌 DH5a, PCR fit BHEE, te 
取 质 粒 ， 测 序 验证 读 码 正确 后 转化 大 肠 杆 菌 BL21 
(DE3)。 取 转化 后 的 大 肠 杆菌 10 pL 接种 于 5 mL 
含有 80 pg/mL 氮 下 青霉素 的 LB 液体 培养 基 中 ， 
200 r/min, 37 CHALA., IK H d 1% ~2% 转 接 
于 含有 80 pg/mL 所 下 青霉素 的 LB 液体 培养 基 中 ， 
37% ，200 r/min 扩大 培养 至 菌 液 ODow 达到 0.7, 
加 入 IPTG 至 终 浓度 0.6 mmol/L 进行 诱导 表达 ， 
3 h 后 取样 进行 SDS-PAGE 以 检测 重组 蛋 日 的 表达 
情况 。 
1.6 表达 产物 的 可 溶性 分 析 及 纯化 

诱导 后 ， 经 8 000 r/min 4% 离心 10 min 收集 
Wk, HET PBS 缓冲 液 (pH 7. 4) 中 ， 超 声 破 
PE, 12 000 r/min 37C 离心 30 min， 分 别 取 上 清和 
ULVE, dtf; SDS-PAGE 检测 ， 对 表达 的 重组 重 日 进 
行 可 溶性 分 析 。 参 照 His 标签 纯化 树脂 (Ni-NTA 
Resin) 纯化 手册 ， 对 表达 产物 进行 纯化 ，SDS- 
PAGE 检测 其 纯度 。 
1.7 表达 产物 的 活性 检测 

方法 参考 马 冬 梅 等 (2003 ) 。 在 每 支 试管 中 加 入 
20 uL BE4& F1 (5. 0 mg/mL), 377C 保温 10 min 后 ， 
加 入 5 pL 木瓜 重 日 酶 (10 mg/mL) 和 适量 纯化 后 的 
重组 和 蛋白， 再 加 入 缓冲 液 (50 mmol/L Tris-HCl, 
2 mmol/L 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 , 0.1 mmol/L EDTA, pH 
7.6) 至 终 体 积 300 uL, 37% 保温 20 min 后 ， 加 入 
2 mL 考 马 斯 亮 蓝 G250 溶液 ， 混 习 ， 室 温 放 置 3 min ， 
测定 0Dsos ， 抑 制 活性 由 下 列 公式 反映 : 

AODss = ODs - 0Ds 。 

其 中 , OD;s zz AIL A 3 ER H CPI 反应 3 min 
后 的 吸光 度 值 ，0Dsw "表示 不 加 重组 CPI RIE EI 
酶 将 酷 重 日 完全 分 解 的 吸光 度 值 ，AODso 表 示 加 入 
重组 CPI 与 不 加 重组 CPI 两 个 反应 吸光 度 的 变化 
值 。 每 一 数据 测定 3 次 ， 取 平均 值 。 以 不 加 木瓜 重 
日 酶 只 加 酷 重 日 的 管 作为 对 照 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

统计 进行 的 3 组 平行 实验 各 个 不 同 加 入 抑制 剂 
量 时 的 AODsos 值 ， 分 别 计算 各 AODsos 平 均值 及 标 
准 误 ， 运 用 SigmaPlot 10. 0 软件 绘制 抑制 曲线 ， 运 
用 SPSS 13. 0 统计 学 软件 将 各 个 点 进行 1 检验， 分 
析 差 异 显著 性 ， 定 义 P 值 大 于 0.05 为 差异 不 显著 ， 
小 于 0.01 为 差异 极 显著 。 比 较 对 照管 不 加 木瓜 重 


白 酶 只 加 酷 蛋 白 时 的 吸光 度 值 和 与 0Dso WAE, 
当 此 差 值 与 A0Ds 逐渐 接近 ， 各 A0Dso; 不 显著 变 
化 时 ， 即 认为 重组 MdCPI 对 木瓜 蛋白 酶 抑制 程度 
达到 最 大 。 


2 结果 


2.1 Z CPI cDNA 的 克隆 及 序列 分 析 

以 CPI- 和 AP 为 引物 进行 PCR 扩 增 , 测序 得 
到 1 条 416 bp 的 序列 ， 包含 1 个 357 bp 完整 的 开 
放 阅 读 框 (ORF) ， 编 码 118 个 氨基 酸 残 基 ，PolyA 
尾 上 游 22 个 核 车 酸 处 存在 典型 的 加 尾 信 号 
AATAAA( 图 1)。 在 NCBI 网 站 上 和 蛋 晶 质数 据 库 中 ， 
利用 推导 的 氨基 酸 序列 进行 Blastp 比 对 ， 结 采 显 示 
该 序列 与 红 尾 肉 晶 Sarcophaga crassipalpis 的 CPI 具 
有 最 高 相似 性 (identity = 51% ) ， 于 是 将 其 命名 为 
MdCPI, 分 析 发 现 MdCPI Z fk N mge A 17 个 氨基 
酸 残 基 的 信号 肽 ; 成 熟 肽 由 101 个 氨基 酸 残 基 组 
成 ， 理 论 分 子 量 为 10.8 kD ， 理 论 等 电 点 为 5.37。 
利用 MEGA 4. 0 软件 对 17 种 昆虫 的 CPI 氨基 酸 序 
列 进 行 多 重 比 对 ， 并 进行 了 聚 类 分 析 ， 绪 末 表 明 昆 
虫 CPI 主要 分 为 25(A 和 了 B 两 亚 类 ) 29, 131 和 
132 4 Z6, MdCPI 属 ZSA 型 (图 2)。 和 选取 同 家 量 
CPI 相近 的 5 种 昆虫 CPI 进行 保守 区 域 分 析 ， 结 果 
显示 ，MdCPI 同 已 报道 25 家 族 3 个 保守 的 位 点 和 
EFO N 端的 G, OAI Q-X-V-X-G MG 
P-W 相 比 (Bode et al., 1988; Stubbs et al., 1990), 
除 含 有 靠近 NN 端的 G 外 ， 同 第 1 个 结合 环 Q-X-V- 
X-G 存在 工 个 位 点 的 差异 ， 缺 失 P-W 位 点 (图 3)。 
2.2 MdaCPI 的 重组 表达 及 纯化 

重组 表达 质粒 pET-17b-MdCPI 构建 完成 并 经 
测序 验证 后 ， 转 化 大 肠 杆 菌 ，IPTG Se x35. 
SDS-PAGE 检测 ， 目 的 和 蛋 日 主要 存 于 在 上 清 中 ,为 
可 游 性 表达 (图 4) 。 将 表达 产物 通过 His 标签 纯化 
树脂 (Ni-NTA Resin) 进行 纯化 ， 得 到 了 比较 纯 的 目 
的 重 折 (图 4) ， 冷 干 浓缩 后 通过 Bradford 法 测定 重 
日 质 浓度 约 为 2.46 mg/mL, 
2.3 MdCPI 表达 产物 的 活性 分 析 

以 加 入 重组 MdCPI 的 量 作为 * 轴 ，A0ODsw 作 为 
yii, 绘制 曲线 (图 5)。 抑 制作 用 曲线 分 析 表 明 ， 
以 50 pg 木瓜 重 蝗 酶 为 底 物 ， 利 用 SPSS 13.0 统计 
学 软件 对 实验 数据 进行 分 析 ， 重 组 CPI 的 量 在 3 ng 
以 内 时 ， 抑 制 活力 随 抑 制剂 增加 成 比例 增强 ， 抑 制 
曲线 为 y = 0. 1676x -0.0487(R =0.988)， 加 入 
重组 蛋白 的 量 与 AOD;o; 间 存在 极 显 车 的 线性 关系 (P 
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AAA ATC AAA CTT TIC GTT GIT GTA TTA TTG GCC ACA TTG GCC 


Met Lys Leu Phe Val Val Val Leu Leu Ala Thr Leu Ala 


AIT GCT ARG GUT AGT CCC CCC TOT TIG GGT TGC CCA TET GCA GTT 
Ile Ala Lys Ala Ser Fro Pro Cys Leu Gly Cys Pro Ser Ala Val 


GGT GAT GAA AAA GGT ACC CGC GAT GCÀ ACA AAT OUT CTA AAÀ GAT 
Gly Ásp Glu Lys Gly Thr Arg sp Ala Thr Asn Ala Leu Lys Asp 


TCT TTG GCA AAA TTG GCA GCC GGT GAT GGT CCT CAT TAC ACG CTT 
Ser Leu Ala Lys Leu Ala Ala Gly Asp Gly Pro His Tyr Thr Leu 


GGT GAG GTC CAC TCA GCC ACC ACC CAA GIT ATT CAG GGT TIC CTG 
fry Glu Val His Ser Ala Thr Thr Gin Val Ile Gin Gly Phe Leu 


TAT ARA ATT AAT GCC GAT TTA GTC GAC GAA CAC AMG AAG ACA AAA 
Tyr Lys Ile Asn Ala Asp Leu Val Asp Glu His Lys Lys Thr Lys 


ACC TGT GAT ATT GAC ATT ATT GAT TIC AAT GAC GIA ACC GTT ACC 
Thr Cys Asp Ile Asp Ile Ile Asp Fhe Asn Asp Val Thr Val Thr 


TIC CAT TOT CCC GGC GAA GAA CCA TTG ACC AAG AAA CAT AGC TCG 
Fhe His Cys Fro Gly Glu Glu Pro Leu Thr Lys Lys His Ser Ser 


AGT GAT TTA ATT EEEN] hha ATA ATT ACT TAT TAA AMA CAA 
End 


AAA ARA AAA AA 


图 1 MdCPI cDNA 及 其 推导 的 氨基 酸 序 列 


Fig. 1 The complete nucleotide and deduced amino acid sequences of MdCPI 


和 |TAA| 分 别 表示 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 ，AATAAA 为 加 尾 信号 ， 下 划 线 表示 N 端 信号 肽 。 and indicate the start site and 


the stop codon, respectively, the letters in shadow ( AATAAA) indicate the polyadenylation signal, and the signal peptides at the N-termini are 


underlined. 
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图 2 家 蝇 与 其 他 昆虫 基于 CPI 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 2 Phylogenetic tree of amino acid sequences of CPI of Musca domestica and other insects 


100 r Sarcophaga peregrina 
94 Sarcophaga crassipalpis 
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Drosophila melanogaster 
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100 Aedes albopictus 
Glyptapanteles flavicoxis 
Lonomia obliqua 


Manduca sexta 
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使 用 Kimura 双 参 数 模型 构建 NJ 系统 树 ， 分 支 上 的 数字 表示 1 000 次 重 抽样 检验 中 符合 聚 类 的 百分数 ， 比 例 太 表示 每 单位 长 度 位 点 蔡 代 率 。 


NJ method with genetic distance of Kimura 2-parameter model. The numbers above the branches indicate the percentages of times that the species are 


grouped together in the bootstrap trees. The scale bar indicates the number of substitutions per site for a unit branch length. Sarcophaga peregrina : Swiss- 


Prot accession no. P31727; Sarcophaga crassipalpis; GenBank accession no. BAB88880; Musca domestica: GenBank accession no. 


GU324273,; 


Drosophila melanogaster: GenBank accession no. CAA38963; Aedes aegypti; NCBI Reference Sequence XP. 001656574 ; Aedes albopictus; GenBank 
accession no. AAV90738; Glyptapanteles flavicoxis: GenBank accession no. ACE75077; Lonomia obliqua: GenBank accession no. AAV91420; 
Manduca sexta: GenBank accession no. BAE97580; Oncopeltus fasciatus; GenBank accession no. ABN54486; Leptinotarsa decemlineata; MEROPS 


MER043936; Bombyx mori; GenBank accession no. 
MER159643; Culex pipiens quinquefasciatus; MEROPS 


MER172653; Acyrthosiphon pisum; MEROPS 
MEROPS MER142456. 


CABA1937; Nasonia vitripennis; MEROPS MER172710; Pediculus humanus; MEROPS 


MER162552; Drosophila yakuba; 
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图 3 家 蝇 、 标 尾 别 麻 蝇 、 黑 腹 果 蝇 、 红 尾 肉 蝇 、 埃 及 伊 蚊 和 Gap CPI 氨基 酸 序列 比 对 分 析 


Fig. 3 Alignment of CPIs from Musca domestica, Sarcophaga peregrina, Drosophila melanogaster , 


S. crassipalpis, Aedes aegypti and A. albopictus 
FRA DO XZRNTIRSEdEFE The conserved motifs are underlined. 


«0.01), ， 预 测 1 mg 重组 MdCPI 约 抑制 14 ug 木瓜 

和 蛋白酶 。 当 重组 MdCPI 的 加 入 量 超 过 3 pg 后 ， 各 
对 照 组 吸光 度 平均 值 与 0Dsw 的 差 值 为 0.57， 目 加 
人 重组 CPI 量 超过 3 jg 后 ，AODsy; 逐 渐 接近 0. 57, 
变化 趋 于 平缓 ， 通 过 上 检验 发 现 相 邻 两 点 间 已 值 均 
大 于 0.05， 加 入 重组 蛋白 的 量 与 AOD, 此 时 无 显 
著 性 差异 。 由 于 竞争 性 抑制 所 致 ， 此 时 CPI 对 木瓜 
蛋白酶 的 抑制 程度 达到 最 大 ， 再 增加 抑制 剂 的 量 ， 
抑制 活力 不 会 增加 。 
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图 4 pET-17b-MdCPI 表达 及 纯化 产物 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 4 SDS-PAGE analysis of expression and 
purification products of pET-17b-MdCPI 
1; pET-17b-MdCPI 未 诱导 Non-induced cells; 2; pET-17b-MdCPI 经 
诱导 后 的 上 清 Soluble fraction of sonication lysate after IPTG induction; 
3. 纯化 后 浓缩 的 重组 MdCPI 蛋白 Purified recombinant MdCPI; M: 

蛋白 质 分子 量 标准 Protein molecular weight marker. 
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图 5 重组 MdCPI 对 木瓜 蛋白 酶 的 抑制 活性 曲线 
Fig. 5 The curve of inhibitory activity of 


recombinant MdCPI on papain 


3 讨论 


最 初 根据 序列 相似 性 、 对 蛋白酶 抑制 活性 强 纶 
以 及 存在 二 硫 键 与 否 ， 将 CPI 超 家 族 分 为 3 类 : 
stefin 家 族 、cystatin 家 族 和 kininogen 家 族 ( Barrett 
et al.，1986) 。 随 着 CPI EREE TAK B 
菌 、 细 菌 中 陆续 被 发 现 ，CPI 的 类 别 也 不 断 得 到 扩 

目前 ， 在 MEROPS 重 日 水 解 酶 家 族 专业 数据 
JÆ (http: //merops. sanger. ac. uk ) 中 ， MA 
序列 以 及 高 级 结构 特征 将 CPI 分 为 31 个 家 族 26 个 
类 别 。 目 前 所 鉴定 的 昆虫 CP 分 属于 4 类 CPI X 
族 : D5(cystatin 家 族 ) 、I29( 细胞 毒性 T 细胞 抗原 
家 族 ) Dl(thyropin 家 族 ) 和 B32( 凋 亡 抑制 重 日 家 
族 ) ( Denizot et al., 1989; Lenarcic and Bevec, 
1998; Deveraux and Reed, 1999), 

本 研究 对 家 晶 CPI 基因 cDNA 进行 了 克隆 ,将 
其 编码 的 氨基 酸 序列 提交 到 MEROPS 数据 库 ， 经 
过 比 对 分 析 ， 提 示 MdCPI 可 归 为 D5 家 族 A 型 
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(cystatin) ， 与 系统 树 分 析 结 果 吻 合 。 此 家 族 成 员 
能 够 通过 其 活性 位 点 与 重 日 酶 结合 ， 阻 信 重 日 酶 与 
水 解 底 物 的 结合 ， 有 效 地 抑制 木瓜 蛋白 酶 类 的 活 
性 ， 而 不 是 直接 作用 于 酶 的 催化 中 心 (Bode and 
Huber, 2000), 44 AE Be Fr JJ [a] U PE 4T Wr A 3, 
MdCPI 同 其 他 物种 CPI 相似 度 较 低 ， 同 红 尾 肉 蝇 
CPI 最 高 也 仅 有 51% 。 同 时 ， 多 数 D5 家 族 有 共同 
的 氨基 酸 序列 特征 : CE N 端的 甘氨酸 ; OF 1 
个 结合 环 Q-X-V-X-G; (多 第 2 个 结合 环 P-W， FE 
这 3 个 同 源 保 守 区 形成 横 形 结构 同 半 胱 氨 酸 重 昌 酶 
活性 位 点 互补 结合 (Bode et al., 1988; Stubbs et al., 
1990) 。 而 本 研究 所 得 到 的 家 蝇 CPI 的 氨基 酸 序 列 
中 并 不 完全 符合 后 两 个 特征 ， 同 第 1 个 结合 环比 对 
上 的 同 源 位 点 为 Q-V-I-Q-G, R P-W 位 点 。 这 一 
特征 同人 类 Homo sapiens ( NP_005204 ) 的 cystatin A 
相似 ， 同 样 缺失 了 P-W 位 点 ， 而 主要 通过 N mA 
基 酸 残 基 的 变形 以 及 第 1 个 结合 环 Q-V-V-A-G fa] 
组 织 和 蛋白 酶 结合 形成 复合 物 ， 从 而 抑制 组 织 重 蝗 酶 
活性 (Jenko et al.，2003 ) 。 但 是 ， 人 类 cystatin A 与 
KWa CPI 第 1 个 结合 环 也 存在 一 定 差异 ， 推 测 家 晶 
可 能 具有 新 新 的 活性 位 点 。 

为 了 验证 MdCPI 是 否 具 有 和 蛋 日 酶 抑制 活性 ， 
利用 原核 表达 系统 对 其 成 熟 肽 部 分 进行 了 重组 表 
达 ， 重 组 产物 在 体外 能 有 效 地 抑制 木瓜 蛋白 酶 的 水 
解 活性 ， 进 一 步 证 实 所 克隆 的 基因 为 一 类 重 日 酶 抑 
制剂 。 在 抑制 活性 方面 ， 同 其 他 在 大 肠 杆菌 中 表达 
的 重组 CPI 活性 相 比 ，1 pg 重组 茶树 Camellia 
sinensis CPI 约 抑制 1.3 kg 木瓜 蛋白 酶 ( 王 瑚 霞 等 ， 
2006), 1 mg 重组 中 华 乌 Acipenser sinensis CPI 约 抑 
制 3 pg 木瓜 蛋 日 酶 ( 马 冬 梅 等 ,2003)，1 hg 重组 
烟草 天 蛾 Manduca sexta CPI 约 抑制 70 ug KRIME H 
酶 (Miyaji et al.，2007) ， 而 对 家 晶 CPI 表达 纯化 后 
的 活性 检测 发 现 ，1 pg 重组 MdCPI 约 抑制 14 pg 
KLEER, HA HR HM hi tE XF MdCPI 
在 家 晶体 内 的 功能 以 及 作用 机 制 尚 有待 进一步 
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